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論文内容要旨
目的
 ヒスタミンは気管支平滑筋を収縮するmediatorとして作用することが知られている。脊椎動
 物では,ヒスチジン脱炭酸酵素(HDC)はヒスタミンを合成する唯一の酵素であり,HDCの調
 節を調べることは,ヒスタミンを介して生ずるアレルギー反応の病態解明につながると思われる。
 肥満細胞は気管支喘息の病態において,IgE等の刺激でヒスタミンを放出する点で重要な細胞で
 あるにも関わらず,HDC調節の報告は殆どされていない。今回,ヒト肥満細胞株(HMC-1)を
 用いてHDCの調節をmRNAレベルまで調べたのでここに報告する・
方法
 HMC-1はイスコフ改変ダルベッコ培地(IMDM)+10%牛胎児血清(FBS)にて培養し,5×
 105/0.5m1に調節した。加orbo112-myristate13-ace七ate(PMA)を0～100ng/m1の濃度に調節
 し,HMC-1を刺激した2時間後のHDC活性・histaminecontentをHPLC蛍光法にて調べた。
 これにてPMAの至適濃度を決定し,更なる実験を行った。PMAを一定の濃度(10ng/ml)に
 調節し,24時間後までのHDC活性を調べた。actinomycinD(5μg/ml)・cycloheximide(20
 μg/m1)をPMA刺激5分前に添加し,PMA刺激後のHDC活性の調節が転写・翻訳段階から
 のレベルを調べた。HDC活性の半減期を調べるためにPMA刺激1時間後にactinomycinD・c
 yclo-heximideを添加した。抗うットHDC抗体を用いて,PMA刺激後のHDCの免疫染色を行っ
 た。最後に,ヒトHDCcDNAprobeを用いて,PMA刺激後のHDCmRNAの発現を16時間
 後まで調べ,cycloheximide・actlnomycinDを添加した4時間後のHDCmRNAの発現を
 norLhemblo七法にて調べた。データーはmean±SEMにて表した。検定はpairedstudent}s
 testを用いた。pvalueは5%未満を有意とした。
 結果・考察
 1)HMC-1において,PMA刺激ではhistaminecontent・HDC活性は10ng/m1の濃度まで濃
 度依存的に上昇し,100・1000ng/m1の濃度では有為差を認めなかった。
 2)HDC活性はPMA(10ng/ml)刺激後4時間で最大値を認めたが,24時間後にはコントロー
 ルと比べ有為差は認められたものの減少を認めた。actinomycinD添加ではPMA刺激後の
 HDC活性は上昇し,4時間後で最大値を認め,24時間後には刺激前のレベルまで減少した。し
 かし,cyc1曲eximide添加ではPMA刺激後のHDC活性の上昇は認められなかった。PMA刺激
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 1時間後にactinomycinD・cycloheximideを添加した。HDC活性はac七inomycinDを添加し
 てもPMA刺激単独と同様に4時間後に最大値を認めた。cycloheximideを添加すると,HDC活
 性はPMA刺激1時間後のレベルが24時間後まで認められた。以上より,HDCの半減期は24
 時間以上であると,思われた。また,HDCの調節は翻訳段階であると,思われた。
 3)抗うットHDC抗体を用いてHMC-1の免疫染色を行った。PMA刺激後,HDC陽性率は上
 昇し,2～4時間の間でピークを認めた。HDC活性と免疫染色との間に時間差を認めたことに
 ついては,これはHDCが合成され,活性を示すまでにprocessingを受けていると思われる。
 4)nor七hemblot法ではHDCmRNAはHMC-1ではPMA刺激前より認められ,刺激後も発
 現レベルは一定であった。また,actinomycinD添加4時間後では,HDCmRNAの発現レベ
 ルはやや減少を認めたが,cycloheximide添加ではやや増加するように見られた。actinomycin
 Dの結果より,HDCmRNAの半減期は4時間以上であると思われた。
 HMC-1はIgErecep七〇rが欠損しているため,PMAを用いた。今回の実験でHMC-1では
 HDCが初めて認められ,PMA刺激において,HDC活性の上昇を認めた。また,免疫染色を用
 いて,HDC活性との間にピークの時間差が認められ,その理由としてprocessingを受けている
 可能性を示した。HDCmRNAは恒常的に発現していることを初めて示した。白血病細胞株で
 あり,非生理的刺激ではあるが,ヒト肥満細胞株でのHDCの調節をここにおいて初めて報告し
 た。
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 審査結果の要旨
 ヒスタミンは,血小板や肥満細胞,好塩基球などの細胞や,脳および胃組織において産生され,
 アレルギー反応や中枢神経系における神経伝達,胃液分泌などにおいて,中心的な役割を担って
 いる。1-histidinedecarboxylase(HDC)は,Lヒスチジンからヒスタミンを合成する酵素であ
 るが,これらの細胞および組織において,その酵素活性が上昇していることが報告されている。
 従って,HDC発現調節の検討は,上記の如き生体反応の解明の為にも重要である。しかしなが
 ら,本酵素発現のメカニズムについての研究は,主に動物を用いてなされており,ヒト特に肥満
 細胞に関しては,高純度のヒト肥満細胞を大量に得ることが困難なこともあり,未だ報告がない。
 著者は,ヒト肥満細胞株HMC-1を用いることにより,ヒト肥満細胞におけるHDCの遺伝子
 および蛋白の発現調節のメカニズムを,酵素活性測定,免疫染色およびノーザンブロット法によ
 り検討し,以下の結果を得,考察を加えている。
 (1)HMC-1細胞は,恒常的に,HDCのmRNAおよび蛋白を発現し酵素活性を有するとともに,
 ヒスタミンを合成・貯蔵していること,転写および翻訳の阻害剤(actinomycinDおよび
 cycloheximide)を用いることにより,mRNAおよび酵素活性の半減期がそれぞれ4時間以上,
 24時間以上であることを確認した。
 (2)phorbo112-myristate13-ace七ate(PMA)との培養により,HMC-1細胞内のヒスタミン
 含量が増加するとともに,培養開始2時間後を最高値としてHDC蛋白陽性細胞数が増加するこ
 と,および4時間後を最高値としてHDC活性が増強することを確認した。最高値を示す時間の
 差に関して,酵素活性を示すHDC蛋白の分子量が,ヒトHDCcDNAから計算される分子量よ
 りも小さいという報告を引用しながら,HDC遺伝子翻訳後における,HDC蛋白の修飾による酵
 素活性発現の可能性を考察している。
 (3)PMAとの培養によるHDC活性の増強が,cycloheximideにより完全に抑制されるのに対
 し,actinomycinDはこの活性の増強には何ら影響を及ぼさなかった。さらに,PMA添加によっ
 ても,恒常的なHDCmRNAの発現の程度には変化がなかったことから,HMC-1細胞における,
 PMA刺激によるHDC活性の発現増強は,翻訳の段階で調節されていると結論している。ヒト
 においては,好塩基球でも同様に調節されているのに対し,ゲッ菌類の肥満細胞や好塩基球では,
 転写段階の調節が報告されている。従って,ヒトにおけるHDCの発現がゲッ菌類とは異なるメ
 カニズムで調節されていることが,明らかにされた。
 ヒスタミンが種々の生理的,病理的反応に関与することから,その合成酵素であるHDCの発
 現メカニズムについての研究は,優れた着眼点を有している。また,ヒト肥満細胞における
 HDC発現調節のメカニズムの検討としては,最初の報告であり,独創的な研究である。さらに,
 本研究で明らかにされたHDC発現調節のヒト特異性は,臨床的にも重要な意義を有する。よっ
 て,本論文は,学位論文に充分値するものと判断する。
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